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Trypanosoma brucei je parazitický organismus, který se nejčastěji vyskytuje v oblasti subsaharské 
Afriky a způsobuje spavou nemoc u člověka a onemocnění u zvířat. Na svého definitního savčího 
hostitele (člověka) je přenášen krevsajícími mouchami tse-tse (Glossina). Během svého složitého 
životního cyklu, kdy se vyskytuje v odlišných prostředích, prochází morfologickými 
a metabolickými změnami. 
Železo je důležitým prvkem pro všechny živé organismy, a tedy i pro Trypanosomy. Vzhledem 
k tomu, že jsou Trypanosomy závislé na příjmu železa z hostitele či přenašeče, hraje tento kov roli 
ve vztahu mezi parazitem a jeho hostitelem. Trypanosomy využívají železo v metabolických 
dějích, ať už se jedná o energetický metabolismus, respiraci, syntézu nukleových kyselin, 
detoxifikaci a buněčnou homeostázu. Je důležitým prvkem esenciálních drah tvorby takzvaných 
železo-sirných klastrů, které fungují jako kofaktory řady enzymů figurujících ve výše zmíněných 
procesech. Pochopení metabolismu železa v buňce může pomoci při vývoji nových léčiv 
a příkladem mohou být takzvané železné chelátory. 
 




Trypanosoma brucei is a parasite most frequently occurring in Sub-Saharan Africa that causes 
sleeping sickness in humans and various similar illnesses in animals. The bloodsucking tsetse flies 
(Glossina) transfer the parasite to humans, their final hosts. Throughout its complex life cycle, 
Trypanosoma occurs in different environments and undergoes various morphological and 
metabolic changes. 
Iron is an important element for all living organisms, including Trypanosoma. The metal plays a 
crucial role in the host-parasite interaction since trypanosomes are dependent on the iron they 
acquire from the host or vector. Trypanosomes use iron in metabolic reactions, such as energy 
metabolism, respiration, nucleic acid synthesis, detoxification, and cellular homeostasis. It is an 
important element in the synthesis of iron-sulfur clusters which function as cofactors during the 
above-mentioned reactions. The understanding of iron metabolism in the cell can facilitate the 
development of new medicaments, an example being iron chelators. 
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Acetyl-CoA - acetyl koenzym A 
ADP - adenosin difosfát 
ASCT - acetátový cyklus 
ATP - adenosin trifosfát 
BolA – vázaný transkripční faktor 
Cfd1/Nbp35 – NTP-ázový komplex 
CIA - cytosolická dráha železo-sirných klastrů 
CNS  - centrální nervová soustava 
COX - cytochrom c oxidáza 
CSD – cystein-(de)sulfinátová dráha 
DF - dlouhá forma T. brucei 
DNICs - dinitrosylové komplexy 
Dre2 – protein syntézy Fe/S klastrů 
Erv1 - sulfhydryl oxidáza 
ESAGs - geny asociující expresi 
Fdr - ferredoxin reduktáza 
Fdx - ferredoxin 
GPO -  glycerol-3-fosfát oxidáza 
Grx - glutaredoxin  
Hsp70 - chaperonový “ heat shock“ protein 
Iba57 – transportní faktor 
Ind1 - protein Fe/S klastrů podílející se na 
vzniku dýchacího komplexu I 
IRP1 - železo regulující protein 
ISC -  mitochondriální dráha železo-sirných 
klastrů 
ISCU - scaffold protein železo-sirných klastrů 
Isd11 – ISC protein interagující s desulfurázou 
Jac1 – co-chaperon 
LIP – “labile iron pool“, nestabilně vázané 
železo 
LIR1 - leishmaniový železo regulační protein 
MCP – monocytární chemoatraktický protein 
MFS - “major facilitator superfamily“ 
Mge1 – chaperon, protein vázající “heat 
shock“ proteiny  
Mms19 – homologní protein nukleotidové 
opravné excize 
MPP - mitochondriální procesující peptidáza 
NAD - oxidovaný nikotinamidadenin 
dinukleotid 
NADH - redukovaný nikotinamidadenin 
dinukleotid 
Nar1 – protein cytosolické dráhy Fe/S klastrů 
transportující syntetizovaný klastr do 
apoproteinu 
Nfs – cystein desulfuráza 
Nfu1 – protein zprostředkovávající přesun 
[4Fe-4S] klastrů do apoproteinů 
NIF – dusík fixující dráha 
PS -  procyklické stádium T. brucei 
ROS – reaktivní kyslíkové radikály 
SLC25A – “solute carrier family“ protein 
SOD - superoxid dismutáza 
Ssq - chaperon  
SUF – síru fixující dráha 
Tah18 - diflavin reduktáza 
TAO - terminální alternativní oxidáza 
TbACO - trypanozomální akonitáza 
TbHrg – histidinový glykoprotein, “heme 
responsive gene“ 
TbMLP – mukolipinový protein  
TCA - trikarboxylová kyselina 
Tf - transferrin 
TfR- transferrinový receptor 
TSH2 - dithiol trypanothion 
VIT1 - vakuolární transportér železa 






Železo je důležitým prvkem pro všechny živé organismy (Kaplan et al., 2009). V případě parazitů 
hraje významnou roli ve vzájemném vztahu k hostiteli, příkladem mohou být právě parazitičtí 
prvoci rodu Trypanosoma brucei, patogenní agens způsobující trypanozomiázu či spavou nemoc 
u člověka a zvířat (Doherty, 2007). T. brucei je plně závislá na příjmu železa ze svého hostitele či 
jejího přenašeče mouchy tse-tse (Doherty, 2007). Během svého životního cyklu dochází 
k metabolickým i morfologickým adaptacím tohoto parazita na prostředí a tyto změny se odráží 
i na metabolismu železa. Nejvíce jsou tyto jevy prozkoumány u dvou stádií  a to u savčího krevního 
stádia - DF (dlouhé štíhlé formy) a u hmyzího procyklického stádia - PS (Trindade et al., 2016).  
Nároky na příjem železa jsou díky adaptacím na prostředí u obou forem rozdílné a probíhají jiným 
způsobem. DF přijímá menší množství železa než PS, vzhledem k tomu, že má redukovaný dýchací 
řetězec a celkový metabolismus., navíc využívá jen několik málo železo obsahujících enzymů: 
akonitázu, alternativní oxidázu, ribonukleotid reduktázu a superoxid dismutázu 
(Merschjohann et al., 2006).  
Co se týká příjmu železa u PS, ví se o tomto ději zatím velmi málo. Díky plně funkčnímu 
dýchacímu řetězci a metabolismu, kde se na rozdíl od DF aktivněji zapojuje i mitochondrie, 
dochází k syntéze většího počtu enzymů, ale u některých z nich však není přesně popsána funkce 
(Verner et al., 2015). 
V syntéze enzymových kofaktorů, takzvaných železo-sirných klastrů, má esenciální roli 
mitochondrie, a to u obou zkoumaných stádií. Jedná se totiž o životně důležitý děj všech živých 
organismů (Lill et al., 1999). V mitochondrii probíhá první část syntézy a to takzvaná 
mitochondriální ISC (iron-sulfur cluster) dráha, kde se inkorporují klastry do apoproteinů. 
V cytosolu probíhá CIA (cytosolic iron-sulfur cluster) dráha, která je však závislá na blíže 
nepopsaných síru a glutathion obsahujících komponentech (Srinivasan et al., 2014). Tyto produkty 
jsou dopraveny z mitochondrie takzvanou ISC exportní drahou, která propojuje ISC s CIA dráhou. 
Výsledkem těchto drah jsou enzymy obsahující  železo-sirné klastry a příkladem mohou být: 
akonitáza, fumaráza, komplexy I a II dýchacího řetězce (Lill et al., 1999). Existují však i enzymy, 
ve kterých není železo vázáno ve formě klastrů, ale i tak jsou součástí různých dějů. Účastní se 
respirace (alternativní oxidáza), syntézy DNA (ribonukleotid reduktáza), metabolismu lipidů 
(stearoyl-CoA desaturáza), detoxifikace kyslíkových radikálů čili oxidativního stresu (superoxid 
dismutáza a dinitrosylové komplexy) (Manta et al., 2012). Zmínit by se daly i hemoproteiny, kde 
je železo součástí hemové skupiny. Hemem se však tato práce zabývá pouze okrajově.  




u Trypanosom se neví mnoho o jeho redistribuci mezi organelami a detoxifikaci. Komplexní 
informace o metabolismu železa mohou přinést nové možnosti ve výzkumu medikamentů 
a příkladem mohou být chelátory železa, které jsou více toxické pro Trypanosomy než pro savčí 
buňky (Merschjohann et al., 2006). 
Cílem této práce je shrnutí stávajících poznatků o metabolismu železa u T. brucei. 




2. TRYPANOSOMA BRUCEI 
Rod Trypanosoma se řadí do třídy Kinetoplastida, do tohoto rodu patří významní parazité člověka 
i zvířat, jako je například druh Trypanosoma cruzi, a také africké trypanosomy druhu Trypanosoma 
brucei. Z afrických trypanosom na člověku parazitují poddruhy T. brucei gambiense, a T. brucei 
rhodensiense, které způsobují onemocnění zvané trypanozomiáza, jejímž českým ekvivalentem je 
spavá nemoc. Trypanosomy napadající člověka ohrožují i zvířata, zatímco T. brucei brucei 
parazituje jen na volně žijících či domestikovaných zvířatech, u kterých způsobuje onemocnění 
zvané nagana. Mezi Trypanosomy, napadající zvířata, mohou být řazeny i T. evansi 
a T. equiperdum, které se nejspíš z T. brucei vyvinuly, přesné fylogenetické zařazení těchto druhů 
je však nadále nejisté (Lai et al., 2008). T. brucei prochází v průběhu onemocnění dvěma stádii: 
hemolymfatickým a meningoencefalitickým, pokud není nemoc léčena dochází ke kómatu a smrti 
(Malvy et al., 2011). Přestože tato skupina protistů, převážně pak T. brucei gambiense způsobující 
98% případů lidského onemocnění, zapříčinila ve 20. století závažný zdravotní problém v chudé 
subsaharské Africe, dle WHO se však daří s lidskou spavou nemocí velmi úspěšně bojovat 
(WHO, 2020). Od 90. let se snížil počet nově nakažených osob o 95% případů, v roce 2017 bylo 
evidováno 1442 případů, a v roce 2018 se počet nakažených dostal na prozatímní historické 
minimum - 977 nových případů. Motivací WHO je úplné vymýcení nákazy do roku 2030 
(WHO, 2019; WHO, 2020). 
2.1. Životní cyklus 
T. brucei prochází složitým životním cyklem. Do těla postiženého savce se dostává bodnutím 
mouchy tse-tse (Glossina spp.), která v životním cyklu figuruje jako vektor. V jejím střevě se 
parazit vyskytuje ve formě procyklického stádia (PS), které se v proventriculu hmyzu přeměňuje 
na epimastigota, a ten se dále ve slinných žlázách mění na metacyklické stádium čekající na 
kolonizaci hostitele. Ve svém savčím hostiteli se Trypanosoma vyskytuje ve dvou formách. 
V krevním řečišti se nachází tak zvaná dlouhá štíhlá forma (DF), která se následně přeměňuje na 
krátkou formu, a ta je konečně nasáta hmyzím vektorem. Vše se odehrává v extracelulárním 
prostředí (Fenn et al., 2007; Matthews, 2005). 
Z hlediska morfologie můžeme krevní a hmyzí stádia bez jedné již zmíněné výjimky označit za 






Obrázek 1: Životní cyklus Afrických Trypanozóm: 1) Metacyklické stádium (trypomastigot) je injektováno 
do hostitele, 2) Vstupuje přes lymfatický systém do krevního řečiště a mění se na dlouhou štíhlou formu 
(trypomastigot) a je roznesen po těle, 3) Binární dělení, 4) Přeměnění na krátkou stumpy formu 
(trypomastigot), 5) Nasátí vektorem (Glossina spp.) 6) Ve střevě vektora dochází k transformaci na 
procyklické stádium a k binárnímu dělení, 7) Procyklická stádia opouští střevo a mění se na 
epimastigoty , 8) Ve slinných žlázách se mění na metacyklické stádium a cyklus se uzavírá. 
Převzato a upraveno z Centers for Disease Control and Prevention, (2019). 
Parazitický způsob života s sebou nese rizika spojená s imunitní odpovědí daného hostitele. 
Trypanosomy byly schopné vyvinout mechanismus antigenů na svém povrchu, které pravidelně 
mění a tím se snaží zmást imunitní reakci (Horn, 2014). Povrch buňky je tvořen glykoproteiny 
známé jako VSG (variant surface glycoproteins) a mechanismu jejich obměny říkáme antigenní 
variabilita, pro kterou má T. brucei k dispozici kolem 2000 genů (Fenn et al., 2007). 
2.2. Energetický metabolismus 
Metabolismus T. brucei je adaptabilní k extracelulárnímu prostředí, ve kterém se právě nachází 




in vitro, a to u PS ze střeva mouchy a u krevní formy DF, která navíc proniká do různých tělních 
tkání, kde se vyskytuje v krvi a intersticiálních prostorech mezi buňkami jako například tukové 
tkáni, dále se může dostat do kůže a také do mozku (Trindade et al., 2016; Figueiredo et al., 2017; 
Tanowitz et al., 2017; Caljon et al., 2016). Různá prostředí nabízejí Trypanosomám různé možnosti 
zisku nutrientů a kyslíku. Rozdílné podmínky pro PS a DF stádium zásadně ovlivňují průběh 
energetického metabolismu. 
Metabolismu se účastní v buňce jediná mitochondrie, která má u skupiny Kinetoplastida 
specifickou strukturu zvanou kinetoplast. Skládá se z konkatenované sítě 2 typů cirkulárních  
mitochondriálních DNA molekul: maxikroužků, jejichž funkce je kódovat mitochondriální geny 
pro tvorbu proteinů a minikroužků kódujících gRNA potřebnou pro RNA editing, který byl poprvé 
objeven u T. brucei (Povelones, 2014; Benne et al., 1986). V mitochondrii probíhá mnoho dalších 
buněčných dějů například syntéza kofaktorů, jako jsou Fe/S klastry, dále respirace, tvorba 
komplexů dýchacího řetězce, biosyntéza mastných kyselin, metabolismus aminokyselin a některé 
dráhy energetického metabolismu (Verner et al., 2015).  
Metabolické přeměny během životního cyklu souvisí s měnícími se formami mitochondrie. 
V procyklické fázi v hmyzu je mitochondrie funkčně plně aktivní, její struktura je tvořena 
diskoidními krystami, zatímco u stádií v krvi hostitele je mitochondrie funkčně i morfologicky 
redukována, je tubulární, s menším počtem krist a morfologicky se podobá promitochondrii 
u anaerobních kvasinek (Vickerman, 1985; Fenn et al., 2007; Verner et al., 2015).  
2.2.1. Energetický metabolismus u DF 
U DF stádia je hlavním zdrojem energie glykolýza, zřejmě díky prostředí nabízející bohaté zdroje 
glukózy. V krvi savců je totiž vysoká hladina glukózy (5mM), která je využita jako významný 
zdroj energie (Figueiredo et al., 2017). Glykolýza probíhá v glykozómech, což jsou specializované 
organely u třídy Kinetoplastida odvozené od peroxizómů (Opperdoes, 1988). Během  tohoto děje 
je naprostá většina glukózy přeměněna na pyruvát (Berriman et al., 2005). První část glykolýzy 
čítající 7 enzymů, jejichž úkolem je přeměna glukózy na 3-fosfoglycerát, probíhá v glykozómech 
(Gualdrón-López et al., 2012). Jelikož je membrána nepropustná pro malé metabolity, existují zde 
přenašeče, které je přenáší do cytosolu. Tam probíhá druhá část glykolýzy, kdy je 3-fosfoglycerát 
postupně přeměněn na pyruvát (Visser et al., 1981). Pyruvát je konečným produktem a je tedy 
exkretován ven z buňky a jen zanedbatelná část (1 %) je přeměněna na sukcinát v mitochondrii, 
který je využit k oxidaci NADH  (Creek et al., 2015). Vznik a spotřeba molekul ATP a NADH, 
které jsou součástí glykolýzy v glykozómech, je v rovnováze (Van Hellemond et al., 2005a). Žádné 




V mitochondrii chybí většina cytochromových komplexů (komplex III až IV) a enzymů. Stejně tak 
i TCA (Krebsův) cyklus a dráhy oxidativní fosforylace jsou redukovány (Acestor et al., 2011). Jsou 
zde sice přítomné komplexy I a II, ale jejich funkce není ještě jasně objasněna 
(Mazet et al., 2013). Přesto má redukovaná mitochondrie podíl na funkčnosti energetického 
metabolismu. V jejích membránách dochází k procesu, kdy jsou elektrony z oxidovaných substrátů 
přesunuty na kyslík, tedy k respiraci (Verner et al., 2015). Tento děj probíhá u Trypanosomy 
specifickou cestou, a to díky již zmíněné TAO (Chaudhuri et al., 1998; Chaudhuri et al., 2006). DF 
totiž nepoužívají cytochromovou oxidázu v dýchacím řetězci, ale TAO, která je u DF exprimována 
100krát více než u PS (Chaudhuri et al., 2006). 
H+ je do mitochondrie transportováno obdobně jako u savců 
glycerol-3-fosfát/dihydroxyacetonovým komplexem. Glycerol-3-fosfát dehydrogenáza zde 
figuruje jako donor elektronů a předává je na ubiquinon, který se následně stává donorem pro TAO.  
Nevzniká však žádné ATP, protože zde nedochází k translokaci H+ iontů  (Van Hellemond et al., 
2005a). 
Dalším funkčním enzymem v mitochondrii je F1/Fo ATP-syntáza, která ale používá ATP na tvorbu 
protonového gradientu na membráně mitochondrie a mění ho na ADP a fosfát, funguje tedy 
v obráceném směru než je obvyklé (Bienen et al., 1981; Nolan et al., 1992). F1/Fo ATP-syntáza  se 
ukázala býti esenciální pro obě zkoumaná stádia, ale u PS dává vznik ATP (Zíková et al., 2009;  
Verner et al., 2015). 
Takto redukovaný energetický metabolismus je příkladem metabolického přizpůsobení DF na 
prostředí v savčím hostiteli.  
2.2.2. Energetický metabolismus u PS 
Oproti DF u PS má v energetickém metabolismu mitochondrie zásadnější roli. Glykolýza je pro 
toto stádium postradatelná a glykozómy jsou esenciální zřejmě jen pro kompartmentalizaci funkční 
glykolytické dráhy (Michels et al., 2006). Mitochondrie má oproti DF aktivní dýchací řetězec 
a oxidativní fosforylaci, navíc zde fungují dvě terminální oxidázy: cytochromová oxidáza (COX) 
a alternativní oxidáza (TAO) (Chaudhuri et al., 2006). Geny pro všech 8 enzymů Krebsova cyklu 
jsou u PS přítomny, ale přesto Krebsův cyklus neprobíhá jako spojitý cyklus (Van Hellemond et 
al., 2005b). Část Krebsova cyklu je využita v metabolismu mastných kyselin, glukoneogenezi 
a také pro degradaci prolinu. Hlavním zdrojem pro energetický metabolismus Trypanosomy jsou 
aminokyseliny, z nichž je nejvíce zastoupen právě prolin (Van Hellemond et al., 2005a; 
Cross et al., 1975; Tielens et al., 1998). Tato aminokyselina totiž slouží jako energetický zdroj 




Prolin je metabolizován v mitochondrii, kde vzniká 2-oxoglutarát, který vstupuje do Krebsova 
cyklu, což odlišuje T. brucei od ostatních eukaryot, u kterých vstupuje do TCA Acetyl-CoA 
(Bringaud et al., 2006; Verner et al., 2015).  
Vzhledem k tomu, že se PS nachází v anaerobním prostředí ve střevě mouchy, využívá tak zvanou 
anaerobní fermantaci, tedy metabolismus, kdy je zdroj (prolin či glukóza) metabolizován na 
fermentační konečné produkty (Cazzulo et al., 1992). PS má více konečných produktů a to 
například sukcinát, acetát, laktát a alanin (Tielens et al., 1998). Během přeměny na alanin vznikají 
redukované kofaktory, které se oxidují v dýchacím řetězci a následně je oxidativní fosforylací 
vyrobeno ATP (Figueiredo et al., 2017). 
ATP u PS vzniká třemi cestami. První je již zmíněná oxidativní fosforylace, druhá je fosforylace 
katalyzována succinyl-koenzym A syntetázou, kdy vzniká ATP místo očekávaného GTP, které 
vzniká například u savců (Schneider et al., 2007). A třetí možnost je, takzvaným ASCT cyklem, 
kdy je acetyl koenzym A přeměněn na acetát díky acetát:succinát koenzym A transferáze 
a fosforylací je uvolněno ATP, za anaerobních podmínek (Van Hellemond et al., 1998).  
U PS stádia je dýchací řetězec složen z pěti komplexů (Acestor et al., 2011). Komplexy I-IV mají 
stejnou funkci jako u vyšších eukaryot, avšak liší se svou stavbou. Oxidativní fosforylace je 
u Trypanosom částečně odlišná, od té obecné eukaryotické, protože se zde objevují 3 speciální 
enzymy, které přenášejí elektrony z či na ubiquinon (Verner et al., 2015). Prvním je glycerol-3-
fosfát dehydrogenáza, která dehydrogenuje glycerol-3-fosfát. Druhým je alternativní NADH 
dehydrogenáza, která z glycerolu-3-fosfátu a NADH přenáší elektrony na ubiquinon a vzniká 
dihydroxyaceton fosfát (Guerra et al., 2006; Verner et al., 2015). Existence tohoto enzymu 
ztěžovala výzkum komplexu I u Trypanosom, ale nakonec byla aktivita komplexu I přece jen 
potvrzena (Verner et al., 2014). Třetím je TAO, která reoxiduje ubiquinol a přenáší elektrony na 
kyslík (Verner et al., 2015). 
Komplex I (NADH:ubiquinon reduktáza) je redukován NADH:ubiquinon oxidoreduktázou či 
fumarázou (Beattie et al., 1994). Komplex II (sukcinát dehydrogenáza a glycerol-3-fosfát 
dehydrogenáza) je pro PS esenciální, pokud jsou zdrojem uhlíku aminokyseliny (Coustou et al., 
2008). Tyto dva komplexy mají roli donoru elektronů na ubiquinon. Redukcí vzniká ubiquinol, 
který je reoxidován transportem elektronů a následně přenáší elektrony na TAO, která však 
netranslokuje protony (Besteiro et al., 2005). Druhou cestou může být přenos ubiquinolu na 
cytochromové komplexy III a IV, které však už translokují protony a tvoří tak protonový gradient 
(Acestor et al., 2011).  Komplex V, kterým je Fo/F1-ATPáza, na rozdíl od DF tvoří z ADP a fosfátu 
energii v podobě ATP (Verner et al., 2015). Metabolismus parazita je velmi dynamický a prochází 










Obrázek 2: Energetický metabolismus T. brucei. A) Krevní forma, B) Procyklické stádium.            
Enzymy: 1) hexokináza, 2) glukóza-6-fosfát izomeráza, 3) fosfofruktokináza, 4) aldoláza, 5) triózafosfát 
izomeráza, 6) glyceraldehyd-3fosfát dehydrogenáza, 7) fosfoglycerát kináza, 8) glycerol-3-fosfát 
oxidáza, 9) glycerol kináza, 10) fosfoglycerát mutáza, 11) enoláza, 12) pyruvát kináza,  
13) glycerol-3-fosfát oxidáza, 14) fosfoenol pyruvát karboxykináza, 15) L-malát dehydrogenáza, 
16)  fumaráza, 17)  fumarát reduktáza, 18) pyruvát fosfát dikináza, 19) pyruvát dehydrogenázový 
komplex, 20)  acetát:sukcinát CoA transferáza, 21) prolin oxidáza, 22) ∆-pyrolin-5-karboxylát 
reduktáza, 23)  glutamát semialdehyd dehydrogenáza, 24) glutamát dehydrogenáza, 25) α-ketoglutarát 
dehydrogenáza, 26) sukcinyl CoA syntetáza, 27) FAD-glycerol-3-fosfát dehydrogenáza. Zkratky: AA, 
aminokyselina; AcCoA, acetyl-CoA; 1,3-BPGA, 1,3-bisfosfoglycerát; c, cytochrom c; Citr, citrát; 
DHAP, dihydroxyacetone fosfát; Fum, fumarát; G-3-P, glyceraldehyd 3-fosfát; Glu, glutamát; Gly-3-P, 
glycerol 3-fosfát; KG, α-ketoglutarát; Mal, malát; OA, 2-oxokyselina; Oxac, oxaloacetát; 
PEP,fosfoenolpyruvát; 3-PGA, 3-fosfoglycerát; Succ, sukcinát; Succ-CoA, sukcinyl-CoA; UQ, 
ubiquinone. V barevných rámečcích jsou ohraničeny substráty a exkretované konečné produkty.  





3. METABOLISMUS ŽELEZA 
Vzhledem k odlišnostem v energetickém metabolismu u dvou zkoumaných forem, pozorujeme, že 
i metabolismus železa se liší mezi PS a DF.  Zároveň je železo důležitým faktorem ve vztahu mezi 
patogenem a jeho hostitelem, kdy je parazit závislý na hostitelově zásobě železa (Doherty, 2007). 
3.1. Železo a jeho obecný význam 
Železo je esenciální prvek potřebný pro mnoho buněčných procesů ve všech živých organismech 
(Kaplan et al., 2009). Obecně je potřebné pro samotnou syntézu nukleových kyselin (DNA a RNA) 
až po proteiny. Dále hraje roli v proliferaci, respiraci a energetickém metabolismu. V rámci těchto 
dějů se železo objevuje v redukované či oxidované formě (ionty Fe2+ a Fe3+), jedná se tedy 
o redoxní katalyzátor (Winterbourn, 1995). Je důležitým kofaktorem enzymů, například 
ribonukleotid reduktázy redukující ribonukleotidy na deoxyribonukleotidy při syntéze DNA  
(Hofer et al., 1997). Deriváty železa a železo samotné jsou potřebné pro fungování enzymů 
a podjednotek (cytochrom P450) dýchacího řetězce v mitochondrii, alternativní terminální oxidázy 
a lipoxygenázy. V abnormálních koncentracích může být pro buňku toxické, degenerativní a podílí 
se i na buněčné smrti. Železo se účastní formace, avšak i detoxifikace kyslíkových radikálů, jako 
je například superoxid, peroxid a další volné radikály (Kell, 2009; Dixon et al., 2014). Hydroxylové 
radikály vznikají takzvanou Fentonovou či Haber-Weissovou reakcí:  
   
Obrázek 2: Základní mechanismus vzniku volných radikálu u Fentonovy a Haber-Weissovy rovnice. 
Upraveno a převzato z Barbusiński, (2009). 
 
Všechny organismy, které využívají železo musí mít kontrolu nad jeho transportem, metabolismem 
a skladováním (Taylor et al., 2010). 




důležitou roli ve vztahu mezi ní a jejím hostitelem (Doherty, 2007). Poznatky, které se železa týkají, 
jsou zkoumány za cílem zdokonalení současné léčby nemocí způsobených parazitickou skupinou 
Trypanosomatid (Basu et al., 2016). 
3.2. Železo a savčí hostitel 
Při napadení savčího organismu patogenem dochází v těle hostitele k přerozdělení zásob železa. 
Jedná se o snahu zabránění infekce a také dochází k imunitním mechanismům, jejichž cílem je 
znemožnění přístupu železa pro parazity (Stijlemans et al., 2015; Del Castillo-Rueda A. et al., 
2010).  
Savec využívá železo pro syntézu Fe/S klastrů, myoglobinu a hemoglobinu. Nejvíce železa je 
vázáno právě ve formě hemoglobinu v erytrocytech (Manta et al., 2012). V krvi jsou senescentní 
erytrocyty fagocytovány specifickými retikuloendoteliálními makrofágy (Kupfferovy buňky) 
a skrze ně dochází k recyklaci hemového železa (Anderson et al., 2009). V cytoplazmě makrofágu 
je protein ferroportin, který přenáší Fe2+ ionty ven z buňky do krevní plazmy, kde je oxidováno 
ceruloplasminem na Fe3+ a váže se na transferriny (Taylor et al., 2010). Transferriny (Tf) jsou 
glykoproteiny zajišťující transport Fe3+ iontů v krevním séru (Schell et al., 1991). Savec také 
získává železo z potravy ve formě Fe3+, které je díky enzymu v membráně enterocytů (buňky 
epitelu duodena) redukováno na Fe2+ (Taylor et al., 2010).  Z cytosolu enterocytů je transportováno 
železo skrz ferroportin do krevní plazmy a reoxidováno na Fe3+. Ionty Fe3+ jsou opět vázány na 
transferin  (Taylor et al., 2010). Transferin je přijímán buňkami díky transferinovému receptoru 
(Tfr). Receptor s navázaným transferinem putuje do endozomálního systému, kde dochází 
k odpojení transferinu a iontů Fe3+ od komplexu díky kyselému prostředí (Taylor et al., 2010). 
Transferinový receptor je recyklován zpět na membránu (Taylor et al., 2010). Fe3+ je 
z endozománího kompartmentu dopravováno skupinou (metalo)transportérů (Kurz et al., 2011). 
A dále se železo stává součástí takzvaného LIP (labile iron pool), kdy je volně vázáno na 
nízkomolekulární neproteinové látky v cytosolu a je dostupné pro buňku, ale proces vzniku tohoto 
uskupení není úplně objasněn (Manta et al. 2012; Kakhlon et al., 2002). Homeostáza v buňce je 
regulována proteiny IRP (iron regulátory protein) (Taylor et al., 2010). 
Železo může být kromě transferinu vázáno na glykoprotein laktoferin, který je sekretován žlázami 
s vnější sekrecí či buňkami neutrofilů a podílí se na imunitní reakci savců (Rosa et al., 2017).  
Cytoplazmické Fe3+ ionty jsou při vyšší koncentraci železa skladovány ve formě volného ferritinu 
(hepatocyty) či ve formě hemosiderinu. Hemosiderin je komplex tvořený lipidy, proteiny, cukry 
a slouží jako zásobní železo, avšak uvolnění železa z tohoto uskupení je obtížnější než u ferritinu 




(Macedo et al., 2008). Homeostáza železa je u savců důsledně kontrolována.  
3.3. Příjem železa u Trypanosomy 
DF si vyvinula sofistikovaný mechanismus pro získávání železa od svého savčího hostitele. Klíčem 
k příjmu železa je právě savčí transferrin, ale vázán může být i laktoferrin, který patří do rodiny 
transferrinů a T. brucei má pro něj specifický receptor (Tanaka et al., 2004). Častěji přijímaný je 
však transferrin, který je endocytován v oblasti periflagelární kapsy, jediné části povrchu buňky, 
která je schopna endocytózy. Specifický transferrinový receptor (TfR) je navázán na membránu 
v periflagelární kapse pomocí GPI kotvy, která je exprimována genem ESAG6. Dalším genem je 
ESAG7, který tvoří s ESAG6 komplex. Zároveň jsou geny tvořící heterodimerový komplex 
(ESAG6/7) vázající transferrin transkribovány společně s geny pro VSG (Ligtenberg et al., 1994; 
Steverding et al., 1994). 
Železo je uvolněno z transferinového komplexu acidifikací v lysozómech Trypanosomy a protein 
TfR se vrací zpět do její periflagelární kapsy (Steverding et al., 2000; Taylor et al., 2010). Pro cestu 
z lysozomálního kompartmentu je nutná redukce železa na iont Fe2+. Avšak přesný mechanismus 
průchodu železa do cytoplazmy není zatím popsán. Roli v tomto procesu zřejmě hraje mucolipin 
TbMLP, který by mohl zastávat funkci jakéhosi kanálu pro přenos železa z lysozómu do cytosolu 
(Taylor et al., 2013). V cytosolu se železo nemůže vyskytovat volně kvůli své schopnosti tvořit 
volné kyslíkové radikály, proto je směřováno do takzvaného chelatačního LIP (labile iron pool), 
který u eukaryot slouží jako rozcestí v dopravě železa. Umožňuje jeho inkorporaci do 
metaloproteinů, poskytuje železo na syntézu Fe/S klastrů či jeho export a skladování 
(Dlouhy et al.,  2013). Je tvořen různými ligandy a chemickými sloučeninami, ale přesně složení a 
podrobnější popis funkce u T. brucei nebyl zatím objasněn (Kakhlon et al., 2002).  
Trypanosomy také přijímají od svého hostitele porfyrin obsahující železo, tedy hem, protože ho 
nejsou schopny syntetizovat de novo (Basu et al, 2016). Pro DF je zdrojem hemu haptoglobin-
hemoglobinový komplex, který je endocytován díky haptoglobin-hemoglobinovému receptoru  
(Vanhollebeke et al., 2008). 
Proces získávání železa u PS není úplně objasněn, přestože získávají větší množství železa kvůli 
plně aktivní mitochondrii s Fe/S enzymy (Durieux et al., 1991). Ví se, že tato stádia neváží 
transferrin, který se zřejmě ve střevě Glossiny nevyskytuje (Ligtenberg et al., 1994). Dále bylo 
zjištěno, že příjem železa prochází mechanismem skládající se ze dvou kroků. Nejdříve jsou 
redukovány Fe3+ ionty na Fe2+ ionty, v druhé fázi jsou tyto redukované ionty transportovány, ale 
přesnější mechanismus není popsán  (Mach et al., 2013). Železo ve formě hemu je importováno 




nevázaného (volného) hemu (Vanhollebeke et al., 2008). Přijatý hem je inkorporován do 
hemoproteinů, příkladem mohou být nejvíce zastoupené cytochromy (Basu, et al , 2016). 
 
 
Obrázek 3: Příjem železa a hemu u T. brucei: A) Krevní forma: Savčí transferrin tvoří komplex 
s transferrinovým receptorem (TfR) v periflaglární kapse, komplex je dále endocytován. V lysozómu je 
železo uvolněno z komplexu a transportováno skrz endolysozomální komplex do cytosolu. TfR je 
recyklován do periflagelární kapsy. Hem je ve formě hapto-hemoglobinového komplexu (HpHb) vázán 
hapto-hemoglobinovým receptorem a endocytován, B) Hmyzí forma: Železo (Fe3+) je redukováno na Fe2+ 
a poté endocytováno skrz periflagelární kapsu. Hem je přijímán díky TbHrg (hem responsive gene) proteinu. 
Převzato a upraveno z Basu et al., (2016). 
3.4. Transport a homeostáza železa v buňce 
Jednou z důležitých vlastností železa je tvorba enzymových kofaktorů, které klasifikujeme do tří 
skupin: Fe/S klastry, hem a di/mono-nukleární železo (Waldron et al., 2009). V syntéze Fe/S klastrů 
je zapojena mitochondrie, která se účastní vzniku jejich mitochondriálních, cytosolických 
i jaderných verzí (Verner et al., 2015). Pro tvorbu Fe/S klastrů je potřebné železo, jehož průchod 




(methyl chemotaxický protein). U T. brucei bylo z této skupiny detekováno 24 transportních 
proteinů podobající se těm u ostatních eukaryot (Colasante et al., 2009). Tyto transportéry mají za 
úkol kontrolu průchodu proteinů a metabolických látek skrz mitochondriální membránu a udržují 
redoxní a energetickou ATP homeostázu v buňce (Palmieri et al., 2008). Na průchodu železa se 
přesněji podílí protein TbMCP17. Gen  TbMCP17 kóduje mitochondriální ADP/ATP transportér 
SLC25A a je jediným homologem mitochondriálních transportéru železa u Trypanosomy 
(Ruprecht et al., 2019; Zheng et al., 2019).  Funkce proteinu TbMCP17 byla potvrzena velmi 
nedávno výzkumem, kdy jeho odstranění u PS vedlo k ovlivnění růstu buňky, snížení 
mitochondriálního obsahu železa a životaschopnosti (Zheng et al., 2019). Přestože distribuce železa 
u Trypanosom se zdá být podobná jako u kvasinek, využívaných jako modelový organismus, na 
rozdíl od nich se téměř nic neví o skladování železa. Dle teorie by železo mohlo být skladováno 
v nepříliš prozkoumaném  prostředí  a uvolňováno v závislosti na kritické hodnotě obsahu železa 
v cytosolu (Stijlemans et al., 2008). Pokud je v prostředí železa nedostatek či je jeho transport do 
cytoplazmy blokován, je zřejmě získáváno právě z oné zásobárny (Steverding et al., 1997).  Protein 
TbMCP17 by mohl teoreticky železo přinášet do mitochondrie přednostně v této situaci, ale tato 
teorie stále čeká na potvrzení (Zheng et al., 2019). O principech, jakým je železo skladováno či 
exportováno ven z buňky se také příliš mnoho neví. Organely zvané acidokalcizómy jsou adeptem 
na roli ve skladování železa, neboť u nich byla nalezena obdoba vakuolárního železo 
transportujícího proteinu (VIT1) (Huang et al., 2014). Dalším proteinem, který se účastní 
redistribuce železa a zřejmě udržuje jeho homeostázu v buňce je trypanozomální homolog 
takzvaného LIR1 (leishmania iron regulator). Jak funguje u T. brucei není zatím popsáno, 
avšak u Leishmanií exportuje železo ven z buňky do extracelulárního prostoru 
(Laranjeira-Silva et al., 2018). 
3.4.1 Fe/S klastry  
Železo-sirné klastry jsou kofaktory enzymů, které jsou esenciální pro život u všech živočišných 
domén (Lill et al., 1999). Zapojují se do životně důležitých procesů jako je energetický 
metabolismus, replikace a reparace DNA, regulace genové exprese, ale také fotosyntéza. S tím 
souvisí i jejich přítomnost v různých buněčných kompartmentech, jako je mitochondrie, 
endoplazmatické retikulum, cytosol a jádro (Lill et al., 2012; Tsaousis, 2019). Jsou kofaktory 
proteinů elektron-transportního dýchacího a fotosyntetického řetězce a dále také tvoří redoxní 
centrum mobilních elektronových transportérů, ferredoxinů (Johnson et al., 2005).  
U klastrů účastnících se elektronového transportu existují čtyři různé formy,  a to [2Fe-2S], [3Fe-




(Johnson et al., 2005).   
 Bylo dokázáno, že mitochondriální biosyntetická dráha Fe/S klastrů je esenciální pro existenci 
eukaryotické buňky (Lill et al., 1999). Tento objev byl potvrzen u kvasinek (Braymer et al., 2017), 
savčích buněk (Rouault et al., 2017), ale také Trypanosom (Peña-Diaz et al., 2018).  
V rámci biosyntézy Fe/S klastrů rozlišujeme 4 dráhy. Mitochondriální – ISC, jejíž zkratka pochází 
z anglického iron-sulfur cluster, cytosolickou - CIA (cytosolic iron assembly) 
(Peña-Diaz et al., 2018; Lill et al., 2015). Další dráha NIF (nitrogen fixation) byla objevena u N2 
fixujících bakteríí, SUF (sulfur fixation) se nachází u bakteríí a v plastidech eukaryot, dále sem 
však můžeme zařadit i dráhu CSD (cystein-sulfinát desulfinát), která je z části funkčně homologní 
k SUF (Takahashi et al., 2002; Loiseau et al., 2005).   
U Trypanosomy probíhají dráhy ISC a CIA, jejichž všechny potřebné komponenty jsou 
exprimovány v mitochondrii a cytosolu (Basu et al., 2016). Z článku Peña-Diaz et al., (2018) lze 
vyvodit i skutečnost, že se u Trypanosom vyskytuje i protein CsdA, který je součástí CSD dráhy, 
tento jev však nebyl více popsán a pro tuto práci není zásadní. 
Tab 1.   
Komponenty ISC, CIA a CSD přítomné u T. brucei 
ISC Nfs, IscU, Isd11, Isa1, Isa2, Fdx, Fnx, Nfu, Iba57, Atm1 
CIA Cfd1, Nbp35, Dre2, Tah18, Nar1, Cia1, Cia2, Mms19 
CSD CsdA 
Upraveno a převzato z  Peña-Diaz et al., (2018) 
3.4.1.1. Mitochondriální dráha – ISC 
Samotnou dráhu ISC můžeme obecně rozdělit na 4 části (Braymer et al., 2017). Za prvé je potřeba 
nasyntetizovat [2Fe-2S] klastry, které se syntetizují de novo. Za druhé jsou klastry přesunuty 
a vloženy do transportních proteinů v mitochondrii. Nicméně dále jsou klastry [2Fe-2S] 
v mitochondrii inzerovány do cílových proteinů, které mohou být dále využity na syntézu klastrů  
[4Fe-4S] či transportovány ven z mitochondrie. A na závěr jsou syntetizované [4Fe-4S] klastry  





Obrázek 4: Biosyntéza Fe/S clusterů u T. brucei. A) ISC dráha: Transportní protein MCP17 
(methyl chemotaxický protein) přináší Fe3+ ionty, Nfs-Isd11 (komplex cystein desulfurázy) je donor síry, 
scaffold protein IscU (iron-sulfur cluster) je platforma pro děje, Fdx (ferredoxin) a Fdr 
(ferredoxin reduktáza) přinášejí elektrony z dýchacího řetězce, Fxn (frataxin) se teoreticky účastní 
biosyntézy, ale funkce není objasněna, komplex chaperonových proteinů Hsp70, Mge1, Jac1 inkorporují 
clustery do apoproteinů, 1-C-Grx1 (glutaredoxin) koordinuje [2Fe-2S] cluster,  komplex Iba57, Isa1, Isa2 
se podílejí na vzniku akonitázy (holoproteinu) B) ISC exportní dráha: Začíná ABC transportérem Atm1 
a sulfhydryl oxidázou Erv1 ve vnitřní mitochondriální membráně, TSH2 (dithiol trypanothion) jehož funkce 
není popsána, X-S jsou neznámé elementy obsahující síru a jsou transportovány ven z mitochondrie. C) CIA 
dráha: [4Fe-4S] cluster je syntetizován na Cfd/Nbp35 scaffold proteinovému komplexu za účasti elektronů 
dopravených díky Tah18/Dre2, [4Fe-4S] je zapojen do apoproteinů přes protein Nar1 a komplex Cia1, 
Cia2A. Cia2B a Mms19. Převzato a upraveno: Basu et al., (2016). 
U T. brucei bylo potvrzeno, že syntéza [2Fe-2S] klastrů probíhá na scaffold proteinu IscU 
(či Isu1, což je jeho obdoba u kvasinek). IscU zde funguje jako platforma pro děje spojené se 
syntézou Fe/S klastrů (Basu et al.,  2015). Donorem síry pro tvorbu klastrů je komplex cystein 
desulfurázy Nfs-Isd11 (Zheng et al., 1994). Síra je získána z cysteinu, který je cystein desulfurázou  
přeměněn na alanin (Li et al., 2001; Zheng et al., 1994)  Protein Nfs1 je redukován elektrony 
z transportního řetězce, které jsou přenášeny Fdx(A) za účasti FdR a NADH (Lange et al., 2000). 
Díky tomuto procesu vzniká sulfid, který může být použit pro tvorbu Fe/S klastrů. IscU a Nfs se 
podílejí na syntéze klastrů jak v mitochondrii, tak v cytosolu (Smíd et al., 2006). Nezbytným 
partnerem pro Nfs v procesu biosyntézy mitochondriálních i cytosolických klastrů se ukázal být 




skrz síru k propojení syntézy Fe/S klastrů a modifikací v tRNA (Paris et al., 2010; Alfonzo et al., 
2011). Vzniklý komplex Nfs-Isd11 se váže na protein IscU, avšak bližší princip vázání a vznik 
klastru nebyl zatím popsán  (Basu et al., 2016). 
Dalším potřebným prvkem pro Fe/S klastry je samozřejmě železo, o jehož vázání na IscU se také 
příliš mnoho neví, ale byla potvrzena role multifunkčního proteinu frataxinu (Fnx), který se 
vyskytuje v mitochondrii u obou zkoumaných stádií trypanosom (Kovářová et al., 2014).  Tento 
protein se obecně účastní mnoha procesů, avšak u trypanosom byla potvrzena jen funkce 
v degradaci ROS a syntéze Fe/S klastrů (Long et al., 2008).  
Po syntéze [2Fe-2S] klastrů následuje jejich uvolnění ze scaffold proteinu IscU, které dále prochází 
drahou transferových proteinů. Jedná se o chaperonový komplex proteinů Hsp70 
(heat shock protein) společně s SSq ATPázou, co-chaperonem Jac1 a Mge1 (Lill et al., 2009).  
Poté se může Fe/S uvolnit a rovnou se stát součástí apoproteinu, ale další možností je, že může být 
převezen do apoproteinu pomocí monothiol glutaredoxinu (Grx), tento princip byl prokázán 
in-vitro (Lill et al., 2012). Grx jsou proteiny zahrnuté v procesech redoxního metabolismu 
a v biosyntéze Fe/S klastrů (Basu et al., 2015). U Trypanosom jsou kódovány 3 monothiol Grx: 1-
C-Grx1, 1-C-Grx2 a 1-C-Grx3 a zřejmě všechny jsou schopny koordinovat Fe/S klastry 
(Manta et al., 2013b). 1-C-Grx je protein hojně se vyskytující v mitochondrii, který je schopen 
transportovat [2Fe-2S] klastry, díky navázaní na aktivní místo Cys104 N-konce 
(Manta et al., 2013b). Jeho kofaktorem je glutathion a jako ligand může být použit glutathionyl-
spermidin či trypanothion [T(SH)2] (Manta et al., 2013a). Trypanothion je protein specifický pro 
třídu Kinetoplastida a je schopen tvořit volné stabilní proteinové Fe/S klastrové struktury, které se 
in-vitro inkorporují do cytosolického dithiolu 2-C-Grx1 (Manta et al., 2013a). 
Syntéza [4Fe-4S]  z [2Fe-2S] klastrů probíhá díky scaffold proteinům Isa1 a Isa2 (IscA), ty jsou 
pro PS důležité, protože dopravují Fe/S klastry pro tvorbu proteinů (př. fumaráza, akonitáza, 
sukcinát dehydrogenáza) a dále se také podílí protein Iba57 (Basu at al., 2014) . DF proto zřejmě 
postrádá proteiny Isa, neboť se v jeho redukované mitochondrii netvoří výše zmíněné proteiny. 
Navíc u DF se protein Iba57 ukázal být postradatelný, ale u PS je esenciální (Basu at al., 2014). 
Důvodem může být to, že zapojením Isa1, Isa2 a právě proteinu Iba57 vzniká akonitáza jako 
holoprotein, který se účastní Krebsova cyklu u PS (Basu et al., 2016; Saas et al., 2000). 
Poslední částí mitochondriální syntézy klastrů je jejich zabudování do apoproteinů, které je 
zprostředkováváno cílovými faktory Nfu1, Ind1 a BolA (Lill et al., 2012; Peña-Diaz et al., 2018). 
U Trypanosom jsou exprimovány 3 paralogy proteinu Nfu, které se nachází v mitochondrii 
a cytosolu a jsou esenciální (Benz et al., 2016). Nfu1 se podílí na syntéze mnoha proteinů, dobré 




také na syntéze komplexu I (Lill et al., 2012). Avšak funkce proteinu BolA ještě nebyla objevena, 
ví se jen, že je homologem proteinu, který v obecném popisu ISC dráhy interaguje s Grx 
(Peña-Diaz et al., 2018). 
3.4.1.2. Exportní dráha – ISC 
Mezi mitochondrií a cytosolem se nachází proteinový systém spojující dráhy ISC a CIA. Tento 
systém označujeme jako ISC exportní dráhu. Pro syntézu cytosolických a mitochondriálních 
klastrů je potřeba transportovat ven z mitochondrie glutathion- a síru- obsahující komponenty 
(X-S), které jsou v cytosolu dále využívány (Srinivasan et al., 2014).  
Transport probíhá přes mitochondriální membrány. Průchod přes vnitřní membránu je 
zprostředkován ABC transportérem Atm1, dále mezimembránovou sulfidyl oxidázou Erv1 
a samotným glutathionem (Kispal et al., 1999; Sipos et al., 2002). Protein Erv1 u Trypanosom 
neinteraguje s Mia40, což je protein, který se vyskytuje u vyšších Eukaryot a který u Trypanosom 
zřejmě chybí (Basu et al., 2013; Allen et al., 2008). Bylo dokázáno, že Erv1 nespolupracuje na 
mitochondriálním importu a exportu s dalšími proteiny a funguje zde sám (Haindrich et al., 2017). 
Při ablaci proteinu Erv1 dochází u PS ke snížení mitochondriálního potenciálu a redukci 
mitochondrie. Erv1 je totiž multifunkční protein, který je schopen využívat kyslík a cytochrom c 
jako elektronový akceptor in vitro a společně s cytochromem c se nachází v mezimembránovém 
prostoru mitochondrie (Haindrich et al., 2017; Basu et al., 2013). Zároveň ale dochází k defektům 
ISC i CIA drah (Haindrich et al., 2017). Erv1 je totiž přidružen k proteinu Atm1, který je součástí 
ISC, ale navíc i pro CIA se ukázal býti esenciální (Lange et al., 2001; Lill et al., 2015).  
3.4.1.3. Cytosolická dráha – CIA 
Cytosolická dráha CIA je přítomná u všech eukaryot, ale nemusí obsahovat všechny známé 
proteiny (Tsaousis et al., 2014). U Trypanosom byly však detekovány všechny prozatím známé 
proteiny (viz Tab1.). CIA navazuje na mitochondriální ISC a ISC exportní dráhu, na kterých závisí 
i její funkčnost. Z ISC jsou totiž exportovány glutationové a síru obsahující komponenty (X-S), 
které jsou dále využívány v dráze CIA, nejsou však blíže popsány (Srinivasan et al., 2014). Díky 
CIA dráze se syntetizují cytosolické a jaderné Fe/S klastry, které jsou důležité pro syntézu 
a opravné mechanismy DNA, jsou esenciálními komponenty translačního systému 
(Lukeš et al., 2015). 
U Trypanosom bylo prokázáno, že ablace jednoho proteinu CIA dráhy nemá téměř žádný vliv na 
životnost buňky, výjimkou jsou jen proteiny Nbp35 a Cfd1 (Basu et al., 2014). CIA dráhu můžeme 
rozdělit na dvě části, právě paralelní ablace dvou proteinů z rané a střední části dráhy zastaví růst 




projevy  (Basu et al., 2014). 
V první části CIA dráhy je [4Fe-4S] klastr syntetizován na scaffold proteinech Cfd1 a Nbp35, což 
jsou NTPázy tvořící heterotetramerickou P-smyčku (Lukeš et al., 2015). Pro produkci Fe/S klastru 
a funkci Nbp35, je zapotřebí zapojení dalších proteinů a to flavoproteinu (diflavin reduktázy) 
Tah18 a Dre2 (Netz et al., 2010). Tah18 přináší elektrony z NADH v elektronovém dýchacím 
řetězeci na Dre2, na kterém je vázán Fe/S klastr (Netz et al., 2010).  
Následuje střední část a uvolnění [4Fe-4S] klastru z komplexu Cfd1-Nbp35, za účasti proteinů 
Nar1 a cílového komplexu Cia1-Cia2A-Cia2B-Mms19 (Lukeš et al., 2015).  Cílový komplex má 
dvě funkce, přenést a inzertovat klastry do cytosolických či jaderných apoproteinů. Cia1 a Cia2B 
nasedají na C-koncovou doménu proteinu Mms19 a tak tvoří komplex 
(Tonini et al., 2018). Byly nalezeny dva geny kódující Cia2 (A,B) proteiny v T. brucei, které byly 
dříve objeveny i u člověka a kvasinek (Tonini et al., 2018; Tsaousis et al., 2014). Cia2A je 
u člověka (savců) součástí syntézy proteinu IRP1 podílejícího se na regulaci železa a buněčné 
homeostáze (Stehling et al., 2013). IRP1 neboli akonitáza se vyskytuje i u Trypanosom (TbACO), 
ale její funkce je stále zkoumána (Saas et al., 2000). 
3.4.2. Proteiny obsahující Fe/S klastry 
3.4.2.1. Akonitáza (Izo-citrát hydrolyáza) 
Akonitáza je enzym který se účastní Krebsova cyklu, kde katalyzuje dehydrataci citrátu na 
izocitrát, kdy jako mezičlánek vzniká cis-akonitát (Manta et al., 2012). Akonitáza má katalytické 
centrum, které obsahuje [4Fe-4S] klastr. Toto centrum je citlivé na kyslík a oxiduje se na 
[3Fe-4S] formu, která je neaktivní (Manta et al., 2012). U savčích buněk byly popsány 2 typy 
akonitáz, a to akonitáza mitochondriální a cytosolická. Mitochondriální akonitázy se účastní 
Krebsova cyklu, zatímco cytosolická (IRP1) se mimo jiné podílí na homeostáze a regulaci železa 
(Saas et al., 2000). 
U Trypanosom se nachází jen jedna TbACO, která byla lokalizována, jak v mitochondrii, tak 
v cytosolu (Saas et al., 2000). Při knock-outu genu ISC dráhy IscS či IscU či Isd11 dochází u PS 
stádia ke snížení aktivity TbACO v cytosolu i mitochondrii (Paris et al., 2010; Smíd et al., 2006)  
3.4.2.2. Fumarát hydratáza (Fumaráza) 
Fumarázy jsou proteiny, které způsobují reverzibilní hydrataci fumarátu na malát, účastní se tak 
fermentačních drah sukcinátu. Vyskytují se u prokaryot i eukaryot a rozlišujeme dvě izoformy: 
mitochondriální a cytosolická. Mitochondriální fumarázy se účastní Krebsova cyklu a aerobní 
respirace, zatímco cytosolické se podílí na metabolismu fumarátu v cytosolu. Fumarázy se dají také 




jsou homodimerické struktury obsahující Fe/S klastry a jsou termolabilní, druhá skupina Fumarázy 
II jsou termostabilní homotetramery obsahující železo (Manta et al., 2012) 
U Trypanosom, a to jen u PS se vyskytují pouze fumarázy typu I (Coustou et al., 2006). 
3.4.2.3. Sukcinát:ubiquinon reduktáza 
Sukcinát:ubiquinon reduktáza tvoří komplex II dýchacího řetězce,  ale účastní se i Krebsova cyklu. 
Jeho rolí je transport elektronů na ubiquinon (Verner et al., 2014). Podjednotky tohoto proteinu 
obsahují Fe/S klastry a hem. Vyskytuje se jen u PS (Acestor et al., 2011)  
3.4.2.4. NADH:ubiquinon oxidoreduktáza  
Komplex I dýchacího řetězce čili NADH:ubiquinon oxidoreduktáza funguje jako protonová 
pumpa, jejíž rolí je transport elektronů z redukovaného NADH na ubiquinon (Verner et al., 2014). 
Ubiquinon regeneruje NAD+ a přenáší protony z mitochondriální matrix do mezimembránového 
prostoru (Verner et al., 2014). Komplex I se vyskytuje u PS i DF, ale pro krevní formu není 
esenciální, neboť ta přednostně využívá alternativní NADH dehydrogenázu (Surve et al., 2012). 
Skládá se z 19 podjednotek a v katalytické části se nachází 7 Fe/S klastrů a kofaktor flavin 
mononukleotid (Verner et al., 2014). 
3.4.2.5. Ubiquinon:cytochrom c oxidoreduktáza 
Cytochrom c (oxido)reduktáza tvoří v dýchacím řetězci takzvaný komplex III. Její funkcí je 
redukce ubiquinolu a tvorba protonového gradientu. Je to cytochromový komplex obsahující hem 
a Fe/S klastry (Verner et al., 2014). Součástí je například protein Rieskeův (Rieske), který obsahuje 
Fe/S klastry a ukázal se být esenciální pro dýchání a udržení mitochondriálního protonového 
gradientu (Paris et al., 2009). Komplex III se vyskytuje u PS, ale u DF chybí 
(Acestor et al., 2011). 
3.4.3. Proteiny s jinak vázaným železem 
3.4.3.1. Alternativní oxidáza (TAO) 
V elektron-transportním řetězci mohou figurovat dva druhy terminálních oxidáz. Prvním druhem 
je klasická cytochromová oxidáza, druhým typem je alternativní oxidáza, která je nezávislá na 
cytochromu (Chaudhuri et al., 2006). Cytochromová oxidáza je složena z více podjednotek 
a nevyskytuje se u DF, zatímco alternativní oxidáza neboli TAO se vyskytuje u obou stádií a jedná 
se jen o jeden polypeptid s di-železitým aktivním místem (Chaudhuri et al., 2006; Chaudhuri et al., 
1998; Shiba et al., 2013). TAO je součástí energetického metabolismu, jak bylo vysvětleno 
v kapitole o metabolismu a její funkce se liší u PS a DF, pro obě stádia však zřejmě esenciální  




exprese, redoxní rovnováze a dokonce i v buněčné smrti (Chaudhuri et al., 2006). Pro větší 
porozumění funkcí tohoto speciálního enzymu je však potřeba dalších zkoumání. Motivací může 
být výzkum léčiv zaměřený na inhibici TAO (Chaudhuri et al., 2006).  
3.4.3.2. Superoxid dismutáza (SOD) 
Superoxid dismutázy jsou enzymy, které se podílejí na regulaci oxidačního stresu. Jsou to 
antioxidanty, které přeměňují nežádoucí superoxidové radikály na kyslík a peroxid vodíku 
(McCord et al., 1969). Díky této funkci se stávají potenciálním cílem pro vývoj léčiv. Superoxid 
dismutázy jsou metalloproteiny a dají se rozdělit do tří skupin, podle toho, který kov využívají jako 
kofaktor. První skupina obsahuje Cu/Zn, druhá Mn a třetí Fe. U většiny eukaryot se však poslední 
zmíněná forma nevyskytuje (Wilkinson et al., 2006). Trypanosomy však tvoří jednu z výjimek a na 
druhou stranu obsahují právě jen Fe-SODs (Le Trant et al., 1983; Wilkinson et al., 2006). T. brucei 
tvoří 4 izoformy SODs, dva proteiny jsou glykozomální a dva mitochondriální. Superoxid 
dismutázy se vyskytují u PS, ale i u DF (Wilkinson et al., 2006)  
3.4.3.3. Ribonukleotid reduktáza 
Ribonukleotid reduktázy jsou enzymy potřebné pro syntézu DNA, jejich role spočívá v katalýze 
redukce ribonukleotidů na deoxyribonukleotidy.  Ribonukleotid reduktázy klasifikujeme do tří tříd. 
První třída je nejvíce zastoupená u eukaryotických organismů a nalezneme je i  u Trypanosom 
(Manta et al., 2012). Jsou to heterotetramerické enzymy tvořeny dvěma podjednotkami R1 a R2 
(Manta et al., 2012; Hofer et al., 1997). U eukaryot lze obecně říci, že podjednotka R1 váže 
specifické substráty a zajišťuje regulaci, zatímco malá podjednotka R2 obsahuje katalytické di-
železité centrum, které se podílí na redukci nukleotidů na ribonukleotidy za vzniku disulfidu. 
Následně je ribonukleotid reduktáza vrácena do aktivního stavu redukcí vzniklého disulfidu díky 
thioredoxinu. Obě podjednotky  R1 i R2 byly potvrzeny i u T. brucei  (Hofer et al., 1997). U tohoto 
parazita však existují specifické reduktanty ribonukleotid reduktázy: tryparedoxin (thioredoxinová 
oxidoreduktáza), dithiol a částečně i glutaredoxiny (Lüdemann et al., 1998;  Dormeyer et al., 2001; 
Ceylan et al., 2010). Aktivita tohoto enzymu je regulována selektivní expresí podjednotky R2 
a redukčním mechanismem (Breidbach et al, , 2000; Dormeyer et al., 2001). Informace o biochemii 
ribonukleotid reduktáz jsou však stále nedostatečné, příkladem může být i systém, kterým je železo 
inkorporováno do proteinu (Manta et al., 2012) 
3.4.3.4. Steaoryl-CoA desaturázy 
V syntéze mononesaturovaných mastných kyselin, které vznikají ze saturovaných mastných 
kyselin, působí enzymy steaoryl-CoA desaturázy. Jsou to di-železo obsahující proteiny, které jsou 




nepostradatelné pro obě zkoumaná stádia (Alloatti et al., 2011).  
3.4.3.5. Dinitrosylové komplexy obsahující železo (DNICs) 
Krevní stádia Trypanosom jsou v krvi či fagozómech makrofágů vystavovány reaktivním 
kyslíkovým a dusíkovým radikálům, které vznikají jako imunitní reakce (Ascenzi et al., 2003). 
Proti této obraně savčího hostitele si Trypanosomy vytvořily mechanismus, kdy dávají vznik železo 
obsahujícím dinitrosylovým komplexům. Tyto komplexy vznikají interakcí pro Trypanosomy 
specifickým trypanothionem T(SH2), NO a Fe2+ a zřejmě se podílejí v zachycování NO radikálů 
a předcházení jejich vzniku (Bocedi et al., 2010).  
3.4.4. Hem 
Hem čili porfyrin obsahující železo jako centrální kovovou skupinu, je prostetická skupina 
figurující v mnoha buněčných dějích, díky schopnosti železa přecházet do oxidovaného stavu. 
U eukaryot je součástí elektron-transportního řetězce, transportu kyslíku, obrany proti oxidačnímu 
stresu a detoxifikace (Basu et al., 2016). Jsou známy tři druhy hemu, a to hem a, hem b a hem c. 
Trypanosomy patří mezi výjimky, neboť nejsou schopny hem syntetizovat, ale jsou plně závislé na 
příjmu z hostitele (Kořený et al., 2013). U Trypanosoma cruzi byla detailněji zkoumána 
dvoukroková přeměna hemu b na hem a, za účasti FdxA a Fdx a hem-syntáz, tuto schopnost má 
zřejmě i T. brucei (Buchensky et al., 2010). Obě zkoumané formy T. brucei se nachází v prostředí, 
kde se nachází dostatek hemoglobinu, avšak zisk hemu probíhá odlišně, jak bylo již zmíněno 
v kapitole o příjmu železa. Transport a distribuce hemu do různých kompartmentů je zatím 
neobjasněna. Přijatý hem je inkorporován do hemoproteinů, které se účastní esenciálních 
metabolických drah, jako je biosyntéza sterolů, polynesaturovaných mastných kyselin a konečně 
komponentů dýchacího řetězce (Tripodi et al., 2011).  
3.4.4.1. Hemoproteiny 
Nejvíce zastoupenými hemoproteiny jsou cytochromy, které obsahují všechny známé druhy hemu 
(Basu et al., 2016). Cytochrom b5 má roli elektron-transportního komponentu v desaturaci 
mastných kyselin v endoplazmatickém retikulu (Manta et al., 2012).  
Cytochrom P450 se podílí na syntéze sterolu, je součástí elektron-transportního řetězce 
a katalyzuje některé oxidační reakce v buňce (Manta et al., 2012). Cytochromy c a c1 
zprostředkovávají elektronový transport během oxidativní fosforylace a nacházejí se 
v mezimembránovém prostoru mitochondrie (Basu et al., 2016). V mitochondrii Trypanosom 
zřejmě existuje ojedinělá biogenetická dráha pro cytochrom c, ale nebyla zatím přesněji popsána 




3.4.5. Detoxifikace ROS 
Je nezpochybnitelné, že je železo pro Trypanosomy velmi důležitým prvkem, avšak schopnost 
tvorby kyslíkových volných radikálů komplikuje jeho využití. Aby se zabránilo hromadění volných 
radikálů v cytosolu, existují dvě cesty, jak se s volným železem vypořádat. První možností je ho 
skladovat a za druhé je možno ho exportovat z buňky ven (Laranjeira-Silva et al., 2018). Oba tyto 
principy nejsou u Trypanosom dostatečně prozkoumány, nicméně nový pohled na tuto 
problematiku mohou nabídnout data získaná z jejich příbuzných (např. Leishmanií).  
3.4.5.1. Acidokalcizómy 
Acidokalcizómy jsou organely, které byly poprvé pojmenovány právě u Trypanosom, avšak 
postupem času se ukázalo, že se vyskytují u všech možných evolučních větví od bakterií až po 
člověka (Moreno et al., 2009; Docampo et al., 2005) Vnitřní prostředí acidokalcizómů je kyselé 
a je zprostředkováno protonovými pumpami, aquaporiny, ATPázami a antiportery 
 (Docampo, 2016). Funkcí těchto organel je zřejmě skladování Ca2₊ iontů, dále obsahují fosfor 
v různých formách (orthofosfát, polyfosfát), další funkcí je autofágie a osmoregulace 
(Lander et al., 2016; Maslov et al., 2019). Acidokalcizómy by zřejmě mohly hrát roli jako 
zásobárny železa, podkladem pro tuto teorii je studie na Trypanozomám příbuzných Leishmaniích 
(L. amazonensis), které v prostředí bohatém na železo akumulovaly tento prvek právě 
v acidokalcizómech (Miranda et al., 2004a). Acidokalcizómy jsou zjevně účastníky v homeostáze 
železa a mají schopnost se přizpůsobovat prostředí, ve kterém se parazit právě nachází tím, že mění 
svůj obsah (Miranda et al., 2004b).  Složení acidokalcizómů se u organismů liší a lze tvrdit, že role 
těchto organel je u každé živočišné evoluční větve speciální, obsah acidokalcozómu u Trypanosom 
může být tedy zcela odlišný od ostatních eukaryot (Moreno et al., 2009). 
Železo (či jiné kovy) je vázáno na polyfosfát a bylo objeveno u více druhů zkoumaných 
Trypansomatid. (Docampo et al., 2005; Miranda et al., 2004b). 
3.4.5.2 VIT 1 
Pro vstup železa do acidokalcizómu je u T. brucei využíván ortholog takzvaného VIT1 (vacuole 
iron transporter), který byl objeven u Arabidopsis thaliana (Kim et al., 2006; Huang et al., 2014). 
U rostlin může být VIT 1 cestou k léčbě lidských onemocnění vzniklých v důsledku nedostatku 
železa, neboť jeho modifikací lze dosáhnout větší akumulace tohoto prvku v plodinách (De Steur 
et al., 2015). Tento transportér je však navíc ortologem již dříve objeveného kvasinkového CCC1 
(Ca2+- sensitive cross complementor) (Li et al., 2001) Gen CCC1 kóduje transportér, který 
přesouvá železo z cytosolu do vakuoly, kde je kov skladován, podílí se také nejspíš i na skladování 




například vést k léčbě malárie způsobené parazitem Plasmodium falciparum (Weiner et al., 2016). 
VIT1 je důležitý i pro T. brucei, neboť knockdown genu VIT1 měl vliv na  proliferaci a růst u obou 
zkoumaných stádií (Huang et al., 2014). 
3.4.5.3. LIR 1 
LIR 1 (Leishmania iron regulator) je protein, který se nachází na plazmatické membráně 
Leishmaníí a podílí se na jejich virulenci, růstu a homeostáze železa. LIR 1 patří do skupiny 
takzvaných MFS (major facilitator superfamily) proteinů a existuje podobnost s proteiny, které se 
podílejí na transmembránovém transportu železa u rostlin (Gollhofer et al., 2011). LIR 1 zabraňuje 
hromadění železa v buňce a toxicitě tím, že ho exportuje ven (Laranjeira-Silva et al., 2018). Ortolog 
LIR 1 byl objeven i u T. brucei, lze proto spekulovat, zda  tento mechanismus využívá i tento 
parazit (Aslett et al., 2009; Laranjeira-Silva et al., 2018). Studie zabývající se touto problematikou 
přímo u T. brucei však zatím nebyla publikována. LIR 1 může být dalším cílem ve vývoji léčiv, 
protože má roli ve virulenci Leishmanií tím, že je v hostiteli chrání před akumulací toxického 






Vzhledem k vážným vedlejším účinkům a rostoucím rezistencím na zastaralá léčiva je zapotřebí 
hledat další látky pro výrobu vhodnějších medikamentů. Chemoterapeutika jsou jedinou možností 
léčby nemoci, neboť vakcína stále neexistuje (Black et al., 2016). 
Chelátory čili siderophory jsou látky s velkou afinitou k železu, a díky této vlastnosti se dostaly do 
oblasti zájmu ve vývoji léčiv. Chelátory mají potenciál se stát součástí medikamentů, problémem 
je však fakt, že řada z nich působí toxicky i na pacientovy (savčí) buňky (Merschjohann et al., 
2006).  
Jednou z nadějných látek může být deferoxamin. Deferoxamin je železný chelátor získaný 
z bakterie Streptomyces pilosus, je účinnou látkou léku Desferal®, který se používá například při 
léčbě akutní otravy železem (Schupp et al., 1987; Merschjohann et al, 2006). Ukázalo se ale, že 
deferoxamin inhibuje proliferaci krevních forem Trypanosomy, které jsou desetkrát více náchylné 
na účinky této látky než savčí buňky (Breidbach et al., 2002). Principem deferoxaminu je chelatace 
vnitrobuněčného železa tak, aby se nemohlo inkorporovat do nově syntetizovaných železo 
obsahujících apoproteinů. Molekulární mechanismus však zatím není popsán 
(Breidbach et al., 2002). Deferoxamin má zřejmě vliv na ribonukleotid reduktázu, dochází 
k inhibici syntézy DNA a také na TAO, což se projevuje sníženou spotřebou kyslíku 
(Breidbach et al., 2002). Dle Amisigo et al., (2019) způsobuje i defekty na mitochondriální 
membráně. Tato látka však nebyla schopna zneškodnit všechny parazitické buňky v lidské krvi, 
nejspíš proto, že se v tomto prostředí rozkládá příliš rychle (Kontoghiorghes, 1995).                       
Další nevýhodou je, že působí toxicky na některé lidské buňky (Breidbach et al., 2002; 
Merschjohann et al., 2006).  
Železné chelátory jsou také ve skupině sekundárních metabolitů rostlin, tedy fenolických kyselin, 
které působí negativně nejen na protisty, ale i na bakterie a rakovinné buňky 
(He et al., 2016; Maurya et al., 2010). Největší antitrypanozomální účinky má kyselina gallová, 
zřejmě díky jejímu chemickému uspořádání a volné hydroxylové skupině, která dává vznik ROS 
(Maurya et al., 2010). Kyselina gallová je schopna zneškodnit všechny buňky T. brucei v krvi 
(Amisigo et al., 2019). Má vliv na morfologii parazita, kdy dochází ke ztrátě kinetoplastu, 
k defekům na mitochondriální membráně, a také snižuje obsah Fe v buňce (Amisigo et al., 2019). 
Nevýhodou je opět její toxicita pro savčí buňky, která je ale prakticky stejná jako u  již používaného 
léčiva (Berenil®) (Amisigo et al., 2019). 
Obě výše zmíněné látky jsou chelátory schopné selektivně redukovat vnitrobuněčný obsah železa, 
které je esenciální pro mnoho buněčných pochodů Trypanosom (Amisigo et al., 2019). Přestože 




i již užívaná léčiva, nepodařilo se stále vyřešit požadavek na ideální lék, který by byl selektivně 






Cílem této práce bylo shrnutí stávajících poznatků o metabolismu železa u parazitického prvoka 
Trypanosoma brucei s důrazem na dvě nejvíce prozkoumaná stádia, a to na savčí krevní dlouhou 
formu a na hmyzí procyklické stádium. T. brucei se musí během svého životního cyklu 
přizpůsobovat v reakci na různá prostředí, s tím souvisí i rozdílné adaptace u obou forem.  
Železo je přijímáno od hostitele či vektora a každá forma využívá jiný princip, kvůli jiným formám 
železa v prostředích. Tento kov je využíván jako kofaktor enzymů, je součástí energetického 
metabolismu a dýchání, dále se zřejmě účastní i detoxifikace volných kyslíkových radikálů 
a syntéze nukleových kyselin, jedná se tedy o esenciální prvek pro obě zkoumané formy. 
Železo je také komponentem tak zvaných železo-sirných klastrů, které fungují jako kofaktory řady 
enzymů využitých v buňce. Fe/S klastry jsou syntetizovány v různých kompartmentech a to 
v mitochondrii a cytosolu a jedná se o esenciální součásti všech živých organismů. Proces jejich 
biosyntézy je poměrně dobře popsán, stále je zde však několik nepochopených jevů. Příkladem 
může být princip, jakým je do syntézy klastrů v mitochondrii zapojováno železo či jak probíhá 
samotné seskupení těchto komplexů. Cytosolická dráha navazuje na mitochondriální díky blíže 
nespecifikovaným, glutathion a síru obsahujícím, komponentům.  
V souvislosti s železem by bylo dobré se zaměřit i na hem, který je přijímán z těla hostitele, protože 
T. brucei postrádá jeho biosyntetické dráhy. Hem byl v této práci zmíněn jen okrajově, vzhledem 
k jejímu omezenému rozsahu.  
Jednou z velkých neznámých je dále například redistribuce železa mezi organelami v buňce, 
skladování a proces detoxifikace. Díky výzkumům provedených na blízkých příbuzných 
Trypanosom lze teoretizovat o tom, jak tyto procesy probíhají. Stále se však o těchto dějích ví 
relativně málo. 
S jistotou můžeme říci, že je železo klíčovým prvkem pro přežití tohoto parazita. Pochopení 
principů metabolismu a využití železa u T. brucei, vede nejenom k zisku nových informací, ale 
i k možnosti zdokonalení léčby spavé nemoci či nagany (zvířecí trypanozomiázy). Spavá nemoc 
sice v posledních letech oslabuje, stále se však jedná o nebezpečnou nemoc, která zásadně 
ovlivňuje životy lidí a ekonomickou situaci v chudé subsaharské Africe. Účinná léčba by proto 
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